y= 


摘 ， 要 : 本 试验 则 在 探究 Janus 激酶 /信号 转 导 及 转录 活化 因子 (JAK/STAT) 信号 通路 是 


因子 信号 通路 抑制 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 凋 亡 的 体外 研究 


赵 艳 坤 AR 伟 AR WOE 武 开 乐 ROME 


新 疆 农 业 大 学 动物 科学 学 院 ， 新 疆 肉 乳 用 草食 动物 营养 实验 室 ， 马 鲁 木 齐 830052) 


I 


参与 脐带 间 充 质 干细胞 (UC-MSCs) 通过 类 胰岛 素 样 生 长 因子 - E AGF- 工 ) 抑 制 奶 牛乳 腺 上 


B 


ANS 


胞 BMECs) 凋 亡 的 调节 。 将 UC-MSCs 和 BMECs 利用 Transwell™ 小 室 双 层 共 培 养 ， 以 


BMECs 单纯 培养 为 对 照 ， 给 予 类 胰岛 素 样 生 长 因子 - I 受 体 (IGF- IR) 抑制 剂 AG1024 3t 


行 干预 ， 并 用 信号 阻 断 剂 AG490 处 理 细 胞 ，24 h 后 采用 实时 荧光 定量 PCR 检测 各 组 细胞 B 


Al IAAT REX EE, PTL 


HW 3( Caspase-3 ) 基 


细胞 淋巴 瘤 /白血病 -2 CBcl-2) . B 细胞 淋巴 瘤 /白血病 基因 伴随 蛋白 x (Bax) 、 半 胱 氨 酸 蛋 


胞 仪 检 测 细胞 凋 亡 情 况 。 结 果 表 明 :UC-MSCs 


和 BMECs 共 培 养 组 BMECs 的 调 亡 率 极 显著 低 于 其 他 各 组 (P<0.01) ; UC-MSCs fll BMECs 


共 培 养 组 Bc1-2 基因 的 相对 表达 丰 度 较 BMECS 组 极 显 著 上 调 (P<0.01) ，Caspase-3、Bax 基 


的 相对 表达 丰 度 则 显著 或 极 显 著 下 调 CP«0.05 或 P<0.01) ; AG1024 和 AG490 单独 处 理 


或 二 者 共同 处 理 升 高 了 单独 培养 的 BMECs 和 与 UC-MSCs 共 培 养 的 BMECs 的 凋 亡 率 ， 并 


上 调 了 Bax. Caspase-3 基 


因 的 相对 表达 丰 度 ， 下调 了 Bcl-2 基因 的 相对 表达 丰 度 , 均 具 有 统 


计 学 意义 《P<0.05 或 P<0.01) 。 由 此 得 出 ，UC-MSCs 能 够 通过 IGF- I 介 导 JAK/STAT 信号 


通路 调节 BMECs Wi] 


亡 相 关 基 因 的 表达 ， 降 低 BMECs 的 凋 亡 率 。 
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中 图 分 类 号 : S8522 


脐带 间 充 质 干细胞 Cumbilical cord mesenchymal stem cells,UC-MSCs) 是 间 充 质 干细胞 


文献 标识 码 : 


A 文章 编号 : 


(mesenchymal stem cells,MSCs) 家 族 的 重要 成 员 ， 


有 强大 的 自分 泌 / 劳 分 泌 功 能 ， 


不 仅 保 持 了 MSCs 多 向 分 化 潜能 ， 还 具 


可 分 泌 血 管内 皮 生 长 因子 Cvascular endothelial growth factor; 


VEFGO 、 类 胰岛 素 样 生长 因子 -I (insulin like growth factor- I ,IGF- 1 )、 表 皮 生 长 因子 


(epidermal growth factor，EGF) 等 多 种 细胞 因子 凯 ， 


发 现 ， 体 外 培养 的 奶牛 乳腺 上皮 


9 激酶 (mitogen-activated protein kinase,MAPK) 信 


其 中 IGF- 工 对 乳腺 发 育 和 泌乳 功能 调控 


具有 重要 作用 ,在 阻止 乳腺 上 皮 细 胞 凋 亡 中 发 挥 关键 作用 钼 。 目 前 ,公认 的 IGF- I 发 挥 抗 凋 


亡 作 用 主要 通过 磷脂 酰 肌 醇 -3 激酶 Cphosphatidylinositol-3-kinase,PI3K ) 822 Z9 Jet 9 i E 


号 通路 来 实现 中， 且 作 用 机 制 已 清晰 。 研 究 


胞 (bovine mammary gland epithelial cells, BMECs), PI3K 


调节 亚 基 可 诱导 转录 因 寺 


transcription, STAT) 调节 细胞 凋 亡 Sl; 此外， 类 胰岛 素 样 生长 


信号 转 导 及 转录 活化 


A] (signal transducer and activator of 


- 工 受 体 (insulin like growth 


factor- I receptor,IGF-IR) 可 以 激活 PIBK, MAPK, Janus 激酶 Janus kinase,JAK) 等 多 种 胞 内 


途径 对 细胞 的 存活 都 是 必需 的 ， 当 其 中 有 信号 i 


亚 单 位 外 ,产生 级 联 信 号 转 导 反应 ， 


[ez] 


过 启动 相关 的 信号 通路 来 抑制 细胞 凋 亡 ， 这 3 条 信号 


路 被 阻 断后 , IGF- I 就 不 能 对 抗 多 种 因素 引 


起 的 细胞 凋 亡 反应 。 因 此 ， 随 着 对 BMECS 凋 亡 调控 途径 的 不 断 探索 近 些 年 , 在 乳腺 方面 ， 


主要 研究 热点 集中 在 JAK/STAT 信 


号 通路 ， 其 在 参与 调节 乳腺 组 织 增殖 、 代 谢 、 凋 亡 、 泌 乳 


等 生物 学 功能 中 发 挥 重 要 作用 外， 但 非 外 源 性 IGF- 


I 介 导 的 JAK/STAT 信号 通路 在 BMECs 


抗 调 亡 中 并 未 见报 道 。 本 团队 前 期 工作 已 成 功 构建 UC-MSCs 和 BMECs 无 血清 最 佳 共 培养 


体系 ， 且 发 现 共 培 养 减弱 了 共 培 养 体系 细胞 的 凋 亡 由， 但 具体 作用 机 制 并 不 清楚 ， 因 此 本 研 


究 从 模拟 体内 内 源 性 细胞 因 


Transwell™ 小 室 共 培养 ， 采 用 IGF-IR Hi 


是 否 参与 UC-MSCs 通过 IGF- I Mii 


了 调节 细胞 凋 亡 的 角度 出 发 ， 将 UC-MSCs 和 BMECs 利用 


1 剂 和 JAK/STAT 信号 阻 断 剂 ， 探 究 JAK/STAT 


| BMECs 凋 亡 及 相关 基因 表达 的 调节 作用 ， 以 揭示 与 
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UC-MSCs 共 培 养 对 BMECs 凋 亡 的 影响 及 可 能 的 作用 机 向 
1 材料 与 方法 


1.1 试验 设计 与 分 组 


在 前 期 试验 外 的 基础 上 上， 按照 UC-MSCs 和 BMECs 最 佳 


培养 条 件 ， 应 用 


Transwell™ 


小 室 (孔径 0.4 um) 建立 上 下 双 层 细胞 共 培 养 体系 ， 在 上 室 接 种 BMECs 1 mL (1x105/ 孔 ) ， 


下 室 接种 UC-MSCs 2 mL (1x105/ 孔 ) ,并 以 单纯 培养 BMECs 作为 对 照 。48h 之 后 给 予 IGF- 


I R 抑制 剂 AG1024 C10 umol/L) 和 /或 JAK 抑制 剂 AG490 (50 umol/L) 处 到 


细胞 ， 均 置 于 


37 C., 5% CO, 培 养 箱 常 规 培养 ,培养 液 为 无 血清 基础 培养 基 (serum free medium,SFM) , 


培养 24h 后 吸取 上 清 并 采用 胰 酶 消化 法 收集 细胞 ，-20 °C 保存 备用 


we 8 组 ， 分 别 为 BMECs (单纯 培养 BMECs) 、BMECSUC 


-MSCs 共同 培养 BMECs 和 


。 按 照 试 验 设计 ， 试 验 共 


UC-MSCs ). BMECs+AG1024(AG1024 处 理 单纯 培养 的 BMECs)、BMECs/UCMSCs+AG1024 


(AG1024 处 理 与 UC-MSCs 共 培 养 的 BMECs) 、BMECs+AG490(AG490 处 理 单纯 培养 的 


BMECs) ， 每 组 均 设 3 个 平行 。 


1.2 试验 材料 


1.2.1 试验 细胞 来 源 


UC-MSCs: 前 期 试验 体外 分 离 培 养 并 鉴定 的 荷 斯 坦 奶 和 


BMECs) 、BMECs/UC-MSCs+AG490 (AG490 处 理 与 UC-MSCs 


培养 的 BMECs) 、 


BMECs+AG490+AG1024 (AG1024 与 AG490 共同 处 理 单纯 培养 的 BMECs ) 、 


BMECs/UCMSCs+AG490+AG1024 组 CAGIO24 与 AG490 共同 处 理 与 UC-MSCs 共 培 养 的 


FUC-MSCs; BMECs: 购 自 广 


州 吉 妮 欧 生物 科技 有 限 公司 。 


1.2.2 ”主要 仪器 和 试剂 


| 


倒置 显微镜 (Motic-AE31) 、CO;s 培 养 箱 CHFISIUVO , Transwell™M/h Æ (Corning) ~ 


AG1024(Alexis)、AG490 (Sigma) 、 实 时 菊 光 定量 PCR(Ceal-time quantitative PCR,RT-qPCR) 
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AWARE ER ARAN RA) , E A (Annexin V)-5t fii 8 R2 KIR 


bu 


(fluorescein isothiocyanate, FITC)/fi (4 Vj WE (propidium iodide，PD 检 测试 剂 盒 (上 海 博古 生物 科 


技 有 限 公 司 ) 、 流 式 细 胞 仪 (Becton Dickinson Facscalibour) . 


13 ”指标 测定 与 方法 


应 用 流 式 细胞 仪 联合 Annexin V-FITC/PI 检测 试剂 合 采 用 检测 各 组 细胞 凋 亡 情况 ; 参考 


RT-qPCR 试剂 盒 检 测 各 组 细胞 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 3(cysteine aspartic acid specific protease, 


Caspase-3). B 细胞 淋巴 瘤 /白血病 -2(B-cell lymphoma/leukemia-2, Bcl-2). B 细胞 淋巴 瘤 / 白 


内 参 基 因 ， 基 因 序 列 均 从 GenBank 中 获取 ， 引 物 用 


[ 病 基 因 伴 随和 蛋白 x(Bel-associated x protein, Bap ÆA RAER, VMA B- 肌 动 蛋 白 (B-actin) 为 


Primer 5.0 软件 进行 设计 ， 由 上 海 博古 生 


物 科技 有 限 公 司 合成 ， 见 表 1; 采用 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 进行 细胞 凋 亡 检测 ， 方 法 参 


照 Annexin V-FITC/PI 试剂 盒 说 明 书 ， 应 用 流 式 旨 


胞 仪 测定 。 


ER CA) =[( 调 亡 细胞 + 继 发 死亡 细胞 X 全 部 细胞 数 ]x100。 
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表 1 引物 序列 


Table 1 Sequences of primers 


DA Genes 引物 序列 Primer sequences (5'-3') 产物 大 小 Product size/bp 
B- 肌 动 蛋 F:CTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGC 
101 
B-actin R:CCAGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 
B 细胞 淋巴 瘤 / F:AGGGACGGGGTGAACTGG 
175 
[ 病 -2 Bcl-2 R:CTACCCAGCCTCCGTTATCC 
B 细胞 淋巴 瘤 / F:GGATGCGTCCACCAAGAAG 
病 基 因 伴 161 
R:TGAAGTTGCCGTCAGAAAACA 
bia A x Bax 
EAI A F:AGAACTGGACTGTGGCATTGAG 
160 
酶 3 Caspase-3 R:GCACAAAGCGACTGGATGAAC 


1.4 数据 统计 与 分 析 


数据 采用 SPSS 18.0 软件 进行 方差 分 析 ， 结 果 用 平均 值 + 标准 差 (mean+SD) 表 示 ， 以 


P«0.05 作为 差异 显著 性 判断 标准 


o 


2 结 R 


2. AG1024 干预 下 AG490 对 细胞 凋 亡 率 的 影响 


各 组 细胞 凋 亡 散 点 如 图 1 所 示 ， 横 坐标 是 Annexin V-FITC， 纵 坐标 是 PL. Q1 区 域 代表 


机 器 损伤 细胞 ，Q2 区 域 代表 晚 期 调 亡 细 胞 或 继 发 性 坏死 亡 细 胞 ，Q3 区 域 代表 正常 细胞 ， 


Q4 区 域 代表 早期 凋 亡 细胞 。 
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ChinaXiv 合 作 期 刊 


Annexin V-FITC 
FITC 


Annexin V-FITC Annexin V-FITC Annexin V-FITC 
BMSCs 组 BMECs/UC-MSCs 组 bmecs+ag1024 组 


10 10 
Annexin V-FITC Annexin V-FITC Annexin V-FITC 
BMECs/UC-MSCs+AG1024 组 BMECs+AG490 组 BMECs/UC-MSCs+AG490 组 


Annexin V-FITC Annexin V-FITC 


BMECs+AG490+AG1024 组 = BMECs/UC-MSCs+AG490+AG1024 组 


图 1 各 组 细胞 凋 亡 散 点 图 


Fig.l Apoptosis scatter plot diagram of each group 


A> 4/- HA 


ChinaXiv& ERAT 


89 各 组 细胞 凋 亡 率 结果 如 图 2 所 示 , BMECs/UC-MSCs 组 的 细胞 凋 亡 率 极 显 著 低 于 其 他 各 


90  £H (P<0.01) ; AG1024 处 理 极 显 著 升 高 了 单独 培养 的 BMECs 以 及 与 UC-MSCs 共 培 养 的 


91 ”BMECs 的 凋 亡 率 (P<0.01); AG490 处 理 显 著 升 高 了 单独 培养 的 BMECs 的 凋 亡 率 (P<0.05)， 


92 ” 极 显 著 升 高 了 与 UC-MSCs 共 培 养 的 BMECs 的 凋 亡 率 (P<0.01) ; AG490 与 AG1024 共同 


93 ”处 理 极 显著 升 高 了 单独 培养 的 BMECs 以 及 与 UC-MSCs 共 培 养 的 BMECs 的 凋 亡 率 


94 (P<0.01) 。 


25 Aa 
e Ab 
~ 2 ABCc 
[5] 
e S 15 BCDd 
一 £ De 
Mt 2 10 
了 3 
Reqs 
0 J 
m EC or g^ " " " \or* 
QW cM G\ GV ee N G NG 
ML MEC N s $ m p SNC CONS sC* Gio" ge^ 
| ~~ B cl «cs ECC see 
ae gre NS jn 
95 图 2 各 组 细胞 凋 亡 率 
96 Fig.2 Apoptosis rate of cells in each group 
97 数据 柱 标 有 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 
98 CP<0.01) 。 
99 Data columns with different small letters mean significant difference (P<0.05), and with 


100 different capital letters mean significant difference (P<0.01). 
101 22 AG1024 干 预 下 AG490 对 细胞 凋 亡 相关 基因 表达 的 影响 


102 RT-qPCR 结果 如 表 2 PAR, BMECs/UC-MSCs 组 的 Caspase-3. Bax 基因 的 相对 表达 丰 度 


103 ”显著 或 极 显著 低 于 其 他 各 组 (P<0.05 或 P<0.01) , Bcl-2 基因 的 相对 表达 丰 度 则 极 显 著 高 


104 ”其 他 各 组 (P<0.01) ; AG1024 或 AG490 处 理 单独 培养 的 BMECs 和 与 UC-MSCs 共 培 养 的 


105 BMECSs 后 Caspase-3、Bax 基因 的 相对 表达 丰 度 均 显著 或 极 显著 上 调 CP<0.05) ，AG1024 与 


106 


107 


108 


109 


110 


111 


112 


113 


114 


115 


116 


117 


AG490 共同 处 理 单独 培养 的 BMECs 和 与 UC-MSCs 


AG49 处 理 单独 培养 的 BMECs 和 与 UC-MSCs 


因 的 相对 表达 丰 度 均 极 显著 上 调 CP<0.01) ; KE AG1024 处 到 


因 的 相对 表达 丰 度 稍 有 下 调 CP»0.05) 外 ，AG1024 Abi 


培养 的 BMECs 后 Caspase-3, Bax 


D, 


单独 培养 的 BMECs 后 Bax 基 


与 UC-MSCs 共 培 养 的 BMECs 或 


培养 的 BMECSs 后 Bax 基因 的 相对 表达 丰 度 


均 显 著 或 极 显 著 下 调 (P<0.05 或 P<0.01) ，AG1024 与 AG490 共同 处 理 单独 培养 的 BMECs 


和 与 共 UC-MSCs 培养 的 BMECs 后 Bax 基因 的 相对 表达 丰 度 均 显 著 或 极 显 著 下 调 CP«0.05 


或 P<0.01) 。 


K2 AG1024 FFF AG490 X4 


胞 凋 亡 相关 基因 表达 的 影响 


Table2 Effects of AG490 on the expression of apoptosis related genes under AG1024 


intervention 


相对 表达 丰 度 Relative expression abundance 


组 别 Groups 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 3  B 细胞 淋巴 瘤 /白血病 B 细胞 淋巴 瘤 / 病 
Caspase-3 -2 Bcl-2 FA EE BB TE A x Bax 
BMECs 0.201+0.0168CP4 0.328+0.1048> 0.30840.0128Ce 


BMECs/UC-MSCs 


BMECs+AG1024 


BMECs/UC-MSCs+AG1024 


BMECs+AG490 


BMECs/UC-MSCs+AG490 


BMECs+AG490+AG1024 


BMECs/UC-MSCs+AG490+AG1024 


0.146+0.008? 


0.232::0.01 9^BCc 


0.18230.007CP* 


0.274+0.0174B> 


0.226+0.11448C 


0.306+0.05 14* 


0.286-£0. 102452 


0.558+0.1624 


0.301+0.0198% 


0.364+0.1878# 


0.284+0.096B° 


0.316+0.063Bb 


0.251+0.004B4 


0.288+0.0028° 


0.213+0.011¢ 


0.409+0.021 ^B? 


0.312+0.015BCde 


0.398+0.00748> 


0.337+0.012ABCecde 


0.485+0.106Aa 


0.378+0.01448> 


同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差 后 


(P<0.01) 。 


显著 (P<0.05) ， 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 
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130 


131 


132 


133 


134 


135 


136 
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139 


140 


In The same column, values with different small letter superscripts mean significant 


difference (P«0.05), and with different capital letter superscripts mean significant difference 


(P«0.01). 
3 W ie 


3.1 IGF-I 2 5 UC-MSGs 抑制 BMECs 凋 亡 的 调节 


细胞 凋 亡 是 基 


ANS 


因 控 制 的 细胞 的 自然 死亡 ，Bc1-2 家 族 中 的 Bcl-2. Bax 基因 是 目前 已 知 的 


胞 凋 亡 中 功能 相互 对 立 的 一 对 最 重要 的 调控 基因 四， 而 Caspase-3 是 细胞 凋 亡 的 主要 执行 


者 00。 本 试验 结果 显示 ， 与 单纯 培养 BMECs 相 比 ， 共 培养 BMECs 和 UC-MSCs 使 细胞 的 


凋 亡 率 极 显著 降低 ，Caspase-3、Bax 基因 的 相对 表达 丰 度 显著 或 极 显著 下 调 ，Bc1-2 基因 的 


相对 表达 丰 度 极 显著 上 调 。 这 说 明 与 UC-MSCs 共 培 养 可 以 明显 下 调 BMECS 促 凋 亡 基 因 的 


表达 ， 上 调 抗 细胞 凋 亡 基因 的 表达 ， 从 而 抑制 BMECs 的 凋 亡 ， 这 与 


吻合 。 前 期 试验 已 证 实 无 血清 培养 条 件 下 , UC-MSCs 和 BMECs 


ANS 


图 2 细胞 凋 亡 率 数据 相 


培养 可 以 显著 提高 IGF- | 


及 IGF- I R 45, H IGF- I 主要 存在 于 UC-MSCs 中 ， 而 IGF- I 需要 与 IGF-IR 结合 来 激 


活 下 游 信 号 通路 ， 实 现 其 生物 学 功能 如 。 本 试验 中 ，AG1024 处 理 24 h 之 后 


BMECs 中 Caspase-3、Bax 基因 


的 表达 ， 下 调 了 Bcl-2 基因 


的 表达 ， 


上调 了 


KI 
me 


极 显 著 提 高 了 BMECs 


的 凋 亡 率 ， 而 与 UC-MSCs 共 培 养 后 下 调 了 促 调 亡 基因 的 表达 ， 调 亡 率 也 显著 降低 。 多 项 研 


究 已 证 明 UC-MSCs 可 以 分 泌 包 括 IGF- I HEA MS AEA 


胞 生长 因 


F-U1-121, 研究 发 现 IGF- I 


在 调控 BMECs 凋 亡 中 具有 重要 作用 鸣 -， 男 有 报道 称 IGF- 工 在 小 鼠 泌乳 下 降 阶 段 减缓 了 


BMECs 的 凋 亡 (9， 高 玉 红 等 


试验 结果 与 前 人 下 


究 结 果 一 致 , 但 不 同 之 处 在 于 本 试验 采 月 


UC-MSCs 是 通过 IGF- I 实现 对 BMECs 凋 亡 的 抑制 的 。 


19 也 通过 试验 证 明 IGF- I X} BMECs 凋 亡 有 明显 抑制 作用 。 本 


日 的 是 无 ] 


! 清 培养 基 , 排除 了 外 源 


因子 的 干扰 ，Transwell™ 小 室 又 能 准确 反映 出 UC-MSCs 对 BMECs 的 影响 ， 由 此 表明 


Wareski 等 (7 发 现 凋 亡 相 关 因 子 如 凋 亡 启动 子 Bax、 凋 亡 抑制 子 Bc1-2 和 调 亡 操纵 子 
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Caspase-3 在 整个 泌乳 期 都 表达 ，Bax 和 Caspase-3 表达 的 上 调 伴随 着 BMECs 死亡 的 持续 性 


增加 以 及 干 乳 期 凋 亡 台 


通 至 上 室 影 响 BMECs, IGF-I 对 BMECs 发 挥 内 源 性 保护 机 制 以 下 调 促 


胞 数目 的 增多 。 因此 可 以 说 UC-MSCs 可 以 通过 自身 分 泌 的 IGF- 工 流 


凋 亡 基因 Bax 和 


Caspase-3 的 表达 ， 上 调 抗 凋 亡 因子 Bel-2 的 表达 ， 削 减 促 调 亡 因 子 对 BMECs 的 损害 ， 联 合 


抗 调 亡 因 子 维持 或 促进 BMECs 的 生长 ， 最 终 达 到 抑制 BMECs 调 亡 的 作 


新 


自身 不 能 持续 分 泌 IGF- | 等 生长 因子 ， 所 以 体外 将 UC-MSCs 和 BMECs 


用 ， 由 于 BMECs 


培养 可 代 丛 外 源 


添加 IGF- I 来 抑制 BMECs 的 凋 亡 ， 这 为 延长 BMECs 生长 、 增 殖 分 化 过 程 等 提供 了 一 个 


颖 的 方法 。 


32 UC-MSCs 通过 IGF-I 抑 制 BMECs 凋 亡 的 可 能 途径 


2 


JEN, MA IGF- I 对 BMECs 发 挥 抗 油 亡 的 具体 分 子 机 种 


凋 亡 的 发 生 及 发 展 的 开关 就 是 信号 传递 , 诱导 细胞 凋 亡 的 因素 主要 是 通过 受 体 介 导 进 入 


WA, 经 信号 传递 i 


入 中 央 调 控 阶 段 ,激活 相应 凋 亡 相关 因子 ， 最 后 使 细胞 结构 改变 引起 


又 是 怎样 的 昵 ?” 前 人 已 报道 


mk 


IGF- I 可 激活 PIBK/AKT、MAPK 等 信号 通路 对 其 他 类 型 的 细胞 促 增殖 、 抗 凋 亡 等 作用 09)， 


而 JAK/STAT 信和 号 途 各 


胞 


因子 信号 传导 的 通路 Po , J 


胞 增殖 、 分 化 、 功 能 发 挥 、 凋 亡 等 过 程 ， 是 一 条 重要 的 介 导 细 


B UC-MSCs 内 源 性 分 泌 的 IGF- I 是否 可 以 激活 JAK/STAT 这 条 


重要 的 信号 通路 对 BMECs 发 挥 抗 凋 亡 的 作用 呢 ? 迄今 并 未 见报 道 。 因 此 本 试验 在 前 期 试验 


的 基础 上 进行 更 深 一 步 的 探索 。 


AG490 处 到 


激 


本 试验 结果 显示 ，AG490 处 理 的 BMECs 的 凋 ] 


酶 抑 秆 


人 


亡 率 较 正 常 培养 的 BMECs 显著 升 高 ， 且 


的 与 UC-MSCs 共 培 养 的 BMECs 的 凋 亡 率 极 显 著 升 高 .研究 称 AG490 作为 JAK 


剂 ， 可 以 有 效 阻 断 JAK2 和 JAK3 的 激活 ， 从 而 阻 断 JAK/STAT 信和 号 通路 传导 PN。 


这 说 明 本 试验 中 JAK/STAT 信号 通路 参与 了 BMECs 凋 亡 变化 过 程 。 但 BMECS 与 UC-MSCs 


共 培 养 时 加 入 AG490 后 则 极 显 著 降低 了 BMECs 的 凋 亡 率 , 这 说 明 UC-MSCs 可 以 有 效 再 次 


激活 被 阻 断 的 JAK/STAT 信号 通路 ， 降低 BMECs WCK. m 


图 2 F, 与 无 处 理 的 BMECs 
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THEE, AG490 和 AG1024 共同 处 理 的 BMECs 的 凋 亡 率 极 显 著 升 高 ， AG490 和 AG1024 单独 


处 理 的 BMECs 的 凋 亡 率 也 均 显 著 升 高 ， 再 与 UC-MSCs 共 培 养 则 BMECs 的 凋 亡 率 更 是 极 


显著 升 高 ， 表 明 被 抑制 的 IGF- I 切断 了 JAK/STAT 信号 通路 ,促进 了 BMECs 凋 亡 ， 这 揭示 


T IGF- I 介 导 JAK/STAT 信号 通路 参与 对 BMECs 凋 亡 的 调节 。 表 2 结果 与 凋 亡 率 结果 一 致 ， 


当 IGF- 工 和 JAK/STAT 被 阻 断 ， Caspase-3、Bax 基因 的 表达 下 调 的 同时 ， 相 应 的 Bcl-2 基 


因 的 表达 上 调 ，Bcl-2 与 Bax 比值 下 降 ， 诱 导 了 BMECs WRC. WARIL, IGF- I 的 缺失 


会 引发 BMECs 凋 亡 ，STAT3 的 磷酸 化 伴随 着 乳腺 的 复原 性 退化 外， 有 报道 称 ， 乳 腺 退化 时 


BMECs 内 的 Bax. Caspase-3 基因 表达 丰 度 的 上 升 B31，Xiong 等 鸣 发 现 ，AG490 可 阻 断 


JAK/STAT3 信号 通路 ， 下 调 Bcl-2 基因 的 表达 ; 另 有 报道 瘦 素 、 催 乳 素 等 可 能 通过 激活 


JAK/STATS 信号 通路 参与 对 乳腺 生长 发 育 的 调控 20，JAK/STATS 信号 通路 被 阻 断 则 会 诱 


导 BMECs 的 凋 亡 ， 影 响 泌乳 功能 2。 这 提示 UC-MSCs 可 能 是 通过 独立 的 分 泌 功 能 分 泌 的 


IGF- I 与 其 受 体 IGF-IR 结合 ， 吸 引 JAK 聚集 磷酸 化 ，JAK 又 磷酸 化 活化 STAT， 激 活 


JAK/STAT 信和 号 通路 ， 上 调 抗 凋 亡 基因 、 下 调 促 凋 亡 基因 的 表达 ， 进 而 发 挥 对 BMECs 凋 亡 


的 抑制 作用 ， 但 对 于 IGF- 工 是 否 和 其 他 激素 或 生长 因子 共同 作用 亦 或 是 有 其 他 通路 的 参与 


以 及 通路 的 协同 作用 等 尚 不 明确 。 


4 结 论 


在 体外 无 血清 共 培 养 条 件 下 , IGF- I R 抑制 剂 和 JAK/STAT 信和 号 阻 断 剂 单独 处 理 均 可 促 


进 BMECs 的 凋 亡 ， 但 同时 处 理 较 单独 处 理 的 BMECs 的 凋 亡 率 显 著 升 高 ， 而 UC-MSCs 能 


够 通过 IGF- I 介 导 JAK/STAT 信号 通路 调节 BMECs 凋 亡 相 关 基 因 的 表达 ， 降 低 BMECs 的 


HER. 
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An in Vitro Study of Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells Inhibite Bovine Mammary Gland 
Epithelial Cells Apoptosis by Insulin Like Growth Factor- I Mediated Janus Kinase/Signal 
Transducer and Activator of Transcription Signaling Pathway 
ZHAO Yankun SHAO Wei LUO Chenglong WU Kaile YU Xiong“ 

(Xinjiang Meat Emulsions with Plant-Eating Animal Nutrition Laboratory, College of Animal 
Science, Xinjiang Agricultural University, Urumgi 830052, China) 

Abstract: This experiment was conducted to explore whether Janus kinase (JAK)/signal transducer 
and activator of transcription (STAT) signaling pathway was involved in regulation of umbilical 
cord mesenchymal stem cells (UC-MSCs) by insulin like growth factor- | (IGF- I ) inhibited 
bovine mammary gland epithelial cells (BMECs) apoptosis. UC-MSCs and BMECs were 
co-cultured by Transwell™ double chamber, BMECS cultured alone as control, cells was treated 
with insulin like growth factor- I receptor (IGF- I R) inhibitor AG1024 and signal blocking 
agent AG490. After 24 h, the relative expression abundances of B-cell lymphoma/leukemia-2 
(Bcl-2), Bcl-associated x protein (Bax), cysteine aspartic acid specific protease (Caspase-3) were 
detected by real-time quantitative PCR (RI-qPCR), and flow cytometry was adopted to detect 
apoptosis changes of cells. The results showed as follows: the apoptosis rate of BMECs in 
UC-MSCs and BMECs co-culture group was significantly lower than in other groups (P<0.01); 
the relative expression abundance of Bcl-2 gene in UC-MSCs and BMECs co-culture group was 
significantly increased than the BMECs group (P«0.01), while the relative expression abundances 
of Caspase-3 and Bax genes were significantly decreased (P<0.05 or P<0.01). Treated by AG1024 
or/and AG490, the apoptosis rate of single cultured BMSCs and co-cultured BMSCs with 


UC-MSCs was raised, and the relative expression abundances of Bax and Caspase-3 genes were 


up-regulated, while the relative expression abundance of Bcl-2 gene was down-regulated, and they 
were statistically significant (P<0.05 or P«0.01). In conclusion, UC-MSCs can regulate the 
expression of apoptosis relation genes in BMECs by IGF- I mediated JAK/STAT signaling 
pathway, and reduce the apoptosis rate of BMECs. 

Key words: umbilical cord mesenchymal stem cells; mammary epithelial cells; co-culture; IGF- I ; 


JAK/STAT; apoptosis 
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